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Izvod 
U ovom radu sintetisane su magnetne čestice metodom koprecipitacije, a zatim je izvršena 
polimerizacija anilina na njihovoj površini. Dobijene čestice upotrebljene su kao nosač za
imobilizaciju α-amilaze iz Bacillus licheniformis. FTIR spektroskopskom analizom pokazane
su promene spektara magnetnih čestica usled stvaranja polianilinske prevlake i imobili-
zacije α-amilaze na magnetnim česticama sa i bez polimernog sloja. Kod magnetnih čestica
je prisutna bimodalna, a kod magnetnih čestica sa polianilinskom prevlakom trimodalna
raspodela veličine čestica. Merenjemzeta potencijala magnetnih čestica sa i bez polianilina 
utvrđeno je da dolazi do stabilizacije čestica nakon stvaranja polianilinske prevlake. Obla-
ganje magnetnih čestica polianilinom doprinelo je i poboljšanju kinetičkih svojstava imo-
bilisanog enzima, jer jeMihaelisova konstanta hidrolize skroba,Km, imobilisane α-amilaze na 
magnetnim česticama 1,91 g L–1 i imobilisane α-amilaze na magnetnim česticama presvu-
čenim polianilinom 1,48 g L–1. Adsorpcija enzima na magnetnim česticama presvučenim
polianilinom doprinela je pH i temperaturnoj stabilizaciji α-amilaze. U protočnom reaktoru 
sa pakovanim slojem sa povratnim tokom u prvom ciklusu već nakon 20 min hidrolizovalo
je 98,8% skroba, dok je tokom petog ciklusa bio potreban približno pet puta duži vremenski 
period da hidrolizuje 93,5% skroba. U kontinualnim uslovima rada reaktora stepen hidro-
lize skroba se nije menjao značajnije u toku 4 h i iznosio je 88,8±1,6%, a vreme polu-života 
biokatalizatora bilo je 6,2 h. 
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Klasična hemijska kataliza u savremenim indus-
trijskim procesima je delimično ili potpuno zamenjena 
biokatalizom. Smanjena potrošnja hemikalija i odsustvo 
štetnih nusprodukata u proizvodnji, biokatalizu čini 
ekološki prihvatljivom i svrstava u grupu tzv. „zelenih 
hemija“. Međutim, visoka cena enzima, njihova nedo-
voljna stabilnost, nemogućnost ponovne upotrebe i 
osetljivost na reakcione uslove dovodi u pitanje ispla-
tivost korišćenja nativnih enzima. Glavni zahtevi indus-
trije su jeftini i stabilni biokatalizatorski sistemi za više-
kratnu upotrebu. Jedan od načina dobijanja biokatali-
zatora navedenih osobina je imobilizacija enzima. 
Adsorpcija enzima na čvrstim nosačima je najjed-
nostavniji i najjeftiniji vid imobilizacije. Ovom metodom 
dobijeni su biokatalizatorski sistemi za prehrambenu 
industriju [1–3], za bioremedijaciju toksičnih jedinjenja 
[4], biosenzori [5], sistemi za bioseparaciju i farmaciju 
[6], kao i za proizvodnju biodizela [7,8]. Adsorpcija se 
zasniva na fizičkim interakcijama između molekula enzi-
ma i nosača: polarnim, hidrofobnim i jonskim [9–11]. 
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Relativni doprinos vrste međumolekulske interakcije 
zavisi od hemijske prirode nosača i enzimskih grupa, 
kao i od uslova odvijanja imobilizacije. Ove sile uglav-
nom su nespecifične i nisu orijentisane, usled čega izo-
staje kontrolisana orijentacija ostataka aminokiselina 
enzima tokom vezivanja za nosač. Adsorbovani enzimi 
čestoformiraju heterogene slojeve pri čemu je kapaci-
tet vezivanja ograničen sternim smetnjama. Molekuli 
enzima se mogu lako desorbovati u prisustvu jonskih 
supstanci i proteina u rastvoru. 
Međutim, adsorpcija se može unaprediti pravilnim 
izborom i modifikacijom nosača i optimizacijom uslova 
imobilizacije. Tokom adsorpcije enzim uglavnom ne 
menja nativnu strukturu i zadržava visok procenat po-
četne aktivnosti, što je prednost u odnosu na ostale 
metode. Površina nosača može se tretirati supstan-
cama koje sadrže veći broj funkcionalnih grupa spo-
sobnih da reaguju sa grupama u molekulu enzima i na 
taj način omogućiti jače i specifičnije vezivanje enzima. 
Laka i potpuna separacija imobilizata iz reakcionog 
sistema postiže se upotrebom nosača magnetnih svoj-
stava. Imobilizat izdvojen pod dejstvom spoljašnjeg 
magnetnog polja izložen je manjem mehaničkom stresu 
u odnosu na separaciju centrifugiranjem [12]. U vis-
koznim rastvorima intenzivno mešanje magnetnim čes-
ticama omogućava bolji prenos mase [13]. 
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Danas, pažnju istraživača privlači imobilizacija enzi-
ma na magnetnim česticama presvučenim polimernim 
materijalima kao što su polianilin [14,15], silika [16], 
hitozan [17], itd. Polimerna prevlaka magnetnih čestica 
obezbeđuje povoljnu mikrookolinu za imobilizaciju 
enzima. Polimersprečava suvišno otvaranje molekula 
enzima, štiti ga od konformacionih promena i time 
pozitivno utiče na enzimsku aktivnost [18]. 
Polianilin (PANI) je zahvaljujući lakoj sintezi, niskoj 
ceni, mehaničkoj fleksibilnosti, električnoj provodlji-
vosti i hemijskoj stabilnosti našao široku primenu u raz-
ličitim oblastima. Sintetisani su različiti materijali sa 
polianilinskom prevlakom. Zbog dobre mehaničke i he-
mijske stabilnosti kao i male podložnosti mikrobiološ-
kim kontaminacijama, polianilin ima potencijal za pri-
menu u biotehnologiji kao nosač za imobilizaciju enzi-
ma [19,20]. 
Danas se u industriji prerade skroba kataliza odvija 
uz amilaze, a klasični kiselinski postupak je gotovo pot-
puno potisnut. Faza utečnjavanja (likvefakcije) skroba 
odvija se na visokoj temperaturi u prisustvu termo-
stabilnih α-amilaza. Druga faza poznata kao saharifika-
cija, gde se završava potpuna razgradnja skroba do glu-
koznih jedinica, vrši se pomoću enzima glukoamilaza. 
α-Amilaze (E.C.3.2.1.1; 1,4-α-D-glukan-glukanohidro-
laze) katalizuju hidrolizu skroba i sličnih ugljenohid-
ratnih makromolekula. Raskidaju α,1-4 glikozidne veze 
po endo-mehanizmu nasumično delovanjem unutar 
makromolekula, a kao proizvod nastaju maltodekstrini 
sa različitim brojem glukoznih ostataka. α-Amilaze se 
primenjuju u prehrambenoj industriji, tekstilnoj, indus-
triji papira, detergenata, itd [21]. Veliki broj istraživača 
je ispitivao imobilizaciju α-amilaza na modifikovanim i 
nemodifikovanim magnetnim česticama [2–24], ali su 
veoma retki podaci o primeni polianilina za njihovu sta-
bilizaciju i uticaju na katalitičku aktivnost α-amilaze 
[25]. Generalno, imobilizacija α-amilaze na polianilinu 
je nedovoljno proučena i pored nekih očiglednih pred-
nosti koje je dati polimer pokazao pri imobilizaciji trip-
sina, β-galaktozidaze, glukozo-oksidaze, lipazе i drugih 
enzima [20,26–28]. 
U ovom radu sintetisane su magnetne čestice 
(MAG) metodom koprecipitacije, a zatim je izvršena 
polimerizacija anilina na njihovoj površini (MAG-PANI). 
Dobijene čestice MAG i MAG-PANI upotrebljene su kao 
nosač za imobilizaciju α-amilaze iz Bacillus licheniformis 
i njihova katalitička aktivnost je ispitana na model reak-
ciji hidrolize skroba. Čestice MAG i MAG-PANI su oka-
rakterisane, kao i interakcije polianilinske prevlake sa 
MAG i enzima sa MAG i MAG-PANI da bi se utvrdio uti-
caj veličine ceta potencijala čestica kao i hemijskih 
grupa na površini na katalitička svojstva enzima. Ope-
rativna stabilnost imobilisanih sistema ispitana je u pro-
točnom reaktoru sa pakovanim slojem sa povratnim 




Za sintezu i tretman MAG i MAG-PANI korišćeni su 
FeCl3·6H2O (Lach-Ner, Republika Češka), FeSO4·7H2O, 
KMnO4 i limunska kiselina monohidrat (Centrochem, 
Stara Pazova, Srbija), 25% amonijak (NRK Inženjering, 
Beograd, Srbija), anilin (Merck, Nemačka), predestilisan 
u atmosferi argona i azotna kiselina (Zorka Pharma, 
Šabac, Srbija). Imobilisana je α-amilaza (ЕС 3.2.1.1) iz 
Bacillus licheniformis (Termamyl, Novozymes, А/S, 
Danska). Za ispitivanje aktivnosti α-amilaze korišćeni 
su: Na2HPO4·12H2O, NaH2PO4 i rastvorni skrob (Cen-
trochem, Stara Pazova, Srbija), КЈ (T.T.T. d.o.o., Hrvat-
ska), Ј2 (NRK Inženjering, Beograd, Srbija), HCl (Zorka 
Pharma, Šabac, Srbija). 
Sinteza MAG i MAG-PANI 
Čestice MAG sintetisane su metodom koprecipi-
tacije Fe2+i Fe3+ u višku amonijaka po postupku opisa-
nom u literaturi [25,26]. Rastvoreno je 5,6 g 
FeSO4⋅7H2O i 10,8 g FeCl3⋅6H2O u 300 mL destilovane 
vode. Dobijeni rastvor zagrejan je na 80 °C, a zatim 
pomešan sa 200 mL 25% rastvora NH4OH. Rastvor je 
neprestano i energično mešan 60 min. Čestice MAG 
profiltrirane su i temeljno isprane destilovanom vodom 
do pH 7, ostavljene da se suše preko noći na105 °C, а 
nakon toga prosejane (<100 μm). Čestice su zatim 
ostavljene u rastvoru 0,1 M KMnO4na 50 °C tokom 
noći, nakon čega su isprane destilovanom vodom. Dobi-
jene čestice (4,50 g) uronjene su u 100 mL 0,5 M 
rastvora anilina u 0,1 M rastvoru HNO3. Rastvor je 
ostavljen 2 h da se izvrši polimerizacija anilina. Nastale 
MAG-PANI ispirane su sukcesivno destilovanom vodom, 
0,1 M rastvorom limunske kiseline i destilovanom vodom. 
Karakterizacija nosača 
Spektri α-amilaze, nosača i imobilizata snimljeni su 
pomoću Infracrvene spektroskopije sa Furijeovim trans-
formacijama (FTIR) na FTIR spektroskopu (Bomem 
Hartman Braun, Nemačka). Osušen uzorak pomešan je 
sa KBr (0,1 g, IR grade), presovan u formi peleta, a 
zatim je snimljen spektar.  
Ceta potencijal i raspodela veličine čestica merena 
je metodom dinamičkog rasipanja svetlosti (Zetasizer 
Nano ZS, Malvern, UK). Pre svakog merenja uzorci su 
dispergovani u dejonizovanoj vodi. Srednja vrednost 
hidrodinamičkog radijusa, Rh, i polidisperznost odre-
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gde je k Bolcmanova konstanta, T apsolutna tempe-
ratura pri kojoj se izvode merenja, η viskozitet medi-
juma i D koeficijent difuzije. 
Imobilizacija α-amilaze  
α-Amilaza je imobilisana metodom adsorpcije na 
MAG/MAG-PANI. 10 mL rastvora enzima (3 mg mL–1) u 
fosfatnom puferu (pH 6,9) mešano je sa 0,1 g nosača 
MAG/MAG-PANI i ostavljano u tresilici (250 o min–1) da 
se izvrši imobilizacija 1 h. Nakon toga, dejstvom spoljaš-
njeg magnetnog polja, imobilisani enzim izdvajan je iz 
rastvora i ispiran tri puta sa po 5 mL pufera. Superna-
tanti i filtrati su sakupljani za merenje preostale aktiv-
nosti enzima. 
Za određivanje operativne aktivnosti imobilizata 
MAG-PANI-A korišćen je imobilizat prethodno dobijen 
mešanjem 0,82 g nosača i 10 mL enzima koncentracije 
5,5 mg mL–1, nakon čega je ispran 3 puta sa po 5 mL 
0,04 M fosfatnog pufera pH 6,9. Imobilizat je čuvan u 
fosfatnom puferu na 4 °C. 
Određivanje aktivnosti α-amilaze i kinetičkih 
parametara 
Aktivnost slobodne i imobilisane α-amilaze merena 
je metodom skrobno–jodne reakcije [29]. U 2,5 mL 40 
mM fosfatnog pufera dodavano je po 0,1 mL rastvora 
enzima (3 mg mL–1)/100 mg imobilizata peinkubiranom 
rastvoru na 25 °C je zatim dodavano po 3 mL rastvora 
skroba (2%). Reakciona smeša je zatim ostavljena na 25 
°С u vodenom kupatilu uz mešanje.Iz ovog rastvora 
izdvajano je po 0,1 mL alikvota u određenim vremen-
skim intervalima. Alikvot je dodavan u rastvor joda 
(10,9 mL ukupne zapremine: 5 mL 0,1 M HCl, 5 mL 
radnog rastvora joda i 0,9 mL fosfatnog pufera pH 6,9). 
Apsorbancija formirane plave boje merena je na 600 
nm (Cary 300 UV–Vis spektrofotometar, Agilent, SAD). 
Enzimska aktivnost određena je na osnovu količine 
skroba dobijene iz prethodno konstruisane kalibracione 
krive. Sva merenja vršena su najmanje dva puta. Jedi-
nica aktivnosti α-amilaze definisana je kao količina enzi-
ma koja hidrolizuje 1 mg skroba u jednom minutu na 
temperaturi od 25 °C i pH 6,9. Za određivanje preostale 
količine skroba u reakcionom sistemu nakon hidrolize i 
prevođenje u enzimske jedinice, konstruisana je kali-
braciona kriva za opseg koncentracija od 5,6-13,7 g L–1 
(slika 1). 
Masa adsorbovane α-amilaze određivana je Lori 
(Lowry) metodom iz razlike koncentracije proteina u 
rastovru pre i nakon imobilizacije i ispiranja imobilizata. 
Početna koncentracija α-amilaze bila je uvek ista. 
Kinetički parametri slobodne i imobilisane α-amilaze 
određeni su merenjem početne brzine reakcije za razli-
čite koncentracije skroba u opsegu 5,6–13,7 g L–1. Za 
linearnu transformaciju Mihaelis–Mentenove jednačine 
i za određivanje kinetičkih parametara Mihaelisove 
konstante, Km, i maksimalne početne brzine reakcije, 
Vm, korišćena je Hejnsova (Hanes) jednačina: 
= +  0 m0
0 m m
[ ] 1  S KS
V V V
 (2) 
gde je [S0] početna koncentracija supstrata u g L–1, a V0 
početna brzina hidrolize skroba u g L–1 min–1.  
Vrednost nagiba predstavlja ?m–1, a odsečka Km?m–1. 
 
Slika 1. Kalibraciona kriva supstrata (skroba), na pH 6,9 i 25 °C. 
Figure 1. Calibration curve for substrate (starch) at pH 6.9 and 
25 °C. 
Za upoređivanje stabilnosti nativne i imobilisane 
α-amilaze, merena je aktivnost u različitim temperatur-
nim uslovima i pri različitim pH. Aktivnost nativne i imo-
bilisane α-amilaze praćena je u 40 mM fosfatnom 
puferu u pH opsegu od 6,2–7,8, na 25 °C. U 2,5 mL 40 
mM fosfatnog pufera određene pH vrednosti dodavano 
je po 0,1 mL rastvora enzima (3 mg mL–1)/100 mg 
imobilizata. Smeši je zatim dodavano po 3 mL rastvora 
skroba (2%). Iz ovog rastvora izdvajano je po 0,1 mL 
alikvota u određenim vremenskim intervalima (na 5 
min ili češće, u zavisnosti od aktivnosti enzima). Na isti 
način ispitana je i temperaturna stabilnost, s tim što je 
varirana temperatura reakcione smeše supstrata i enzi-
ma/imobilizata u opsegu od 30–70 °C, pri pH 6,9. Odre-
đivanje preostale aktivnosti nativne i imobilisane α-ami-
laze vršeno je upoređivanjem sa aktivnošću na pH/tem-
peraturi pri kojoj je enzim pokazao maksimum aktiv-
nosti (100%). 
Operativna aktivnost MAG-PANI-A u reaktoru sa 
pakovanim slojem 
Kao bioreaktor služila je staklena kolona dimenzija 
10 mm×13,2 cm i zapremine 10 mL, sa spoljašnjim 
vodenim omotačem za održavanje temperature u reak-
toru. Staklena kolona se punila sa 0,88 g imobilisane 
α-amilaze (MAG-PANI-A) pri čemu je visina pakovanog 
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sloja iznosila 2,3 cm. Za ispitivanje operativne stabil-
nosti imobilisanog enzima korišćene su dve konfigura-
cije reakora: 1) protočni reaktor sa pakovanim slojem 
sa povratnim tokom i 2) bez povratnog toka. Na slici 2 
šematski je prikazana laboratorijska aparatura koja se 
koristila za ispitivanje operativne stabilnosti imobili-
sanog enzima. 
 
Slika 2. Šematski prikaz eksperimentalnog sistema za enzim-
sku hidrolizu skroba u reaktoru sa pakovanim slojem: 
1- reaktor sa pakovanim slojem; 2 i 3- ventili; 4- duplikator 
kroz koji cirkuliše voda za održavanje temperature u reaktoru; 
5- rezervoar sa rastvorom supstrata; 6- peristaltička pumpa; 
7- rezervoar za proizvod kod kontinualnog procesa bez 
povratnog toka. 
Figure 2. Experimental setup for starch hydrolysis in packed 
bed reactor (PBR) systems: 1- PBR with immobilized amylase 
particles; 2 and 3- valves; 4- water jacket with cooling/heat-
ing water; 5- reaction mixture reservoir; 6- peristaltic pump; 
7- product reservoir in the case of a continuous process in the 
reactor without recirculation. 
Napajanje reaktora silaznim tokom reakcione smeše 
(smešta rastvora skroba (2%) i fosfatnog pufera (40 
mM, pH 6,9) u odnosu 1,2:1) izvođeno je peristaltičkom 
pumpom. Kako je preporuka kod bioreaktora sa povrat-
nim tokom da se radi pri protocima kod kojih se postiže 
pri jednom prolazu kroz reaktor stepen konverzije 
manji od 2%, na osnovu preliminarnih eksperimenata 
izabran je protok 6,8 mL min–1. U slučaju rada pod 
kontinualnim uslovima u reaktoru sa pakovanim slojem 
bez povratnog toka, protokje iznosio 1 mL min–1. Vreme 






gde je Vr zapremina reaktora i Q protok reakcione 
smeše. 
Rastvor supstrata se u rezervoaru održavao na 25 °C 
i konstantno mešao na magnetnoj mešalici pri 300 
o/min. U slučaju reaktora sa povratnim tokom, cirku-
lisao je rastvor supstrata zapremine 45,2 mL na 25 °C. 
Nakon potpune hidrolize skroba u jednom ciklusu, reak-
cija je zaustavljana i vršena je zamena reakcione smeše 
sa svežim supstratom. U slučaju kontinualnog izvođenja 
procesa u istom reaktoru, ali bez povratnog toka, 
neprekidno je dovođen rastvor supstrata iste koncen-
tracije (2% rastvor skroba i fosfatnog pufera 40 mM, pH 
6,9 u odnosu 1,2:1). Od momenta prvog prolaska sup-
strata kroz kolonu u pravilnim vremenskim intervalima 
uzimani su alikvoti od po 0,1 mL (za određivanje 
aktivnosti imobilizata). 
REZULTATI I DISKUSIJA 
Karakterizacija nosača 
Raspodela veličine čestica i ceta potencijal 
Sinteza magnetnih čestica metodom koprecipitacije 
je jednostavnai efikasna za sintezu veće količine čestica 
u odnosu na elektrohemijsku sintezu. Glavni nedos-
tatak ove metode je ograničena mogućnost kontrole 
veličine čestica, jer samo kinetički faktori kontrolišu 
rast kristala. Pri pH bliskim izoelektričnoj tački (point of 
zero charge, PZC), gustina površinskog naelektrisanjaје 
toliko mala da čestice nisu više stabilne u rastvoru i 
podležu agregaciji. Jedan od načina stabilizacije mag-
netnih čestica je presvlačenje čestica polimerom. Na 
slici 3prikazan je grafik raspodele dimenzijačestica MAG 
i MAG-PANI po zapremini. 
 
Slika 3.Raspodela veličine čestica MAG (□) i MAG-PANI(■). 
Figure 3. Size distribution of magnetic particles MAG (□) and 
magnetic particles coated with polyaniline MAG-PANI (■). 
Kod MAG čestica prisutna je bimodalna raspodela, 
pri čemu dominiraju veći aglomerati, oko 5 µm, dok je 
nešto manja distribucija čestica od 1 µm. Čestice MAG- 
-PANI karakteriše trimodalna raspodela dimenzija čes-
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tica: najdominantniji su aglomerati od oko 5 µm, dok 
čestice od oko 1 i 0,1 µm zauzimaju znatno manju 
zapreminu. S obzirom na to da tokom stvaranja PANI 
prevlake na MAG ne dolazi do mešanja reakcione 
smeše ili drugih mehaničkih uticaja koji bi uzrokovali 
usitnjavanje čestica, pretpostavlja se da je trimodalna 
raspodela veličine MAG-PANI uzrokovana nastankom 
samostalnih čestica polanilina koji nisu obložili čestice 
MAG. Grafik potvrđuje ranije snimljene FESEM mikro-
grafije [25] na osnovu kojih je zaključeno da su MAG i 
MAG-PANI mikročestice (aglomerati nanočestica). 
Ceta potencijal je jedan od pokazatelja stabilnosti 
čestica. Povećanjem apsolutne vrednosti ceta potenci-
jala odbojne interakcije među česticama rastu. Kao 
rezultat nastaju stabilnije čestice uniformnije raspo-
dele. Ova stabilnost je važna u sprečavanju agregacije. 
Najveći broj MAG i MAG-PANI čestica ima negativne 
vrednosti zeta potencijala. Pomeranje maksimuma sa 
–14,9 mV za MAG ka negativnijoj vrednosti –21,5 mV za 
MAG-PANI ukazuje da polianilinska prevlaka doprinosi 
stabilizaciji čestica (slika 4). Slični rezultati su opisani u 
literaturi [34] . 
 
Slika 4. Raspodela zeta potencijala čestica MAG (□) i 
MAG-PANI (■). 
Figure 4. Zeta potential of magnetic particles MAG (□) and 
magnetic particles coated with polyaniline MAG-PANI (■). 
FTIR spektri 
Interakcija polianilina sa MAG česticama i α-amilaze 
sa MAG i sa MAG-PANI ispitana je pomoću FTIR spek-
troskopije u oblasti od 400 do 4000 cm–1 (slika 5). Pik 
na 560 cm–1 kod sva četiri spektraje verovatno nastao 
usled vibracije Fe–O veze [30]. 
Poređenjem spektara MAG i MAG-PANI uočavaju se 
promene pikova u oblasti od 930 do 1300 cm–1, gde se 
inače javljaju pikovi karakteristični za polianilin. Kod 
MAG je prisutan pik na 1033,5 cm–1 koji je pomeren 
kod MAG-PANI na 1126,8 cm–1 i izmenjenog je oblika. 
Pik na 1126,8 cm–1 možese pripisati vibracijama N=Q=N 
(gde Q predstavlja prsten hinoidnog tipa) [31]. Posto-
janje navedenog pika može ukazati da je polianilin u 
formi emeraldin soli koja ima visoku provodljivost [32]. 
Pik na 1248,37 cm–1 pripisuje se C–N istezanju benze-
noidnog prstena. Ovaj pik prisutan je i na spektru MAG- 
-PANI-A (imobilisana α-amilaza na MAG-PANI) i malo je 
pomeren (1241,83 cm–1), a nije prisutan kod MAG i 
MAG-A (imobilisana α-amilaza na MAG), pa se može 
zaključiti da potiče samo od polianilina. Pik koji se javlja 
kod MAG na 2923 cm–1 postaje manjeg intenziteta na 
spektru MAG-PANI. Navedene razlike spektara doka-
zuju strukturne promene uzrokovane polimerizacijom 
anilina na magnetitu. 
 
Slika 5. FTIR spektri: imobilisane α-amilaze namagnetnim 
česticama (MAG-A), magnetnih čestica (MAG), magnetnih 
čestica sa polianilinskom prevlakom (MAG-PANI) i imobilisane 
α-amilaze na magnetnim česticama presvučenim polianilinom 
(MAG-PANI-A). 
Figure 5. FTIR spectra of immobilized α-amylase onto 
magnetic particles (MAG-A), magnetic particles (MAG), 
magnetic particles coated with polyaniline (MAG-PANI) and 
immobilized α-amylase onto magnetic particles coated with 
polyaniline (MAG-PANI-A). 
Poređenjem spektara MAG-A i MAG jasna je pro-
mena spektra u oblasti od 900 do 1300 cm–1. Kod 
imobilisanog enzima, MAG-A prisutan je istaknut pojas 
sa nekoliko manjih pikova, koji potiče od prisustva 
α-amilaze. Primetna je sličnost ovog dela spektraMAG- 
-A i MAG-PANI-A s tim što je pojas od 990 do 1050 cm–1 
kod MAG-PANI-A širi i deformisan u odnosu na spektar 
MAG-A. Pikovi navedene oblasti su manjeg intenziteta 
kod MAG-PANI-A u odnosu na MAG-A, osim pika na 
1131 cm–1 koji je izraženiji kod MAG-PANI-A. Na osnovu 
navedenih promena spektara imobilizata u odnosu na 
nosač, može se zaključiti da je došlo do interakcije α-
amilaze sa MAG, kao i sa MAG-PANI. 
Pikovi izraženih intenziteta na 3414 i 1640 cm–1 
potiču od vibracija istezanja i savijanja O–H veze zao-
stale vode u uzorcima [33]. 
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Kinetički parametri nativne i imobilisane α-amilaze 
Kinetički rezultati su dobijeni ispitivanjem početne 
brzine enzimskih reakcija katalizovanih slobodnom i 
imobilisanom α-amilazom na MAG i MAG-PANI česti-
cama u intervalu početne koncentracije skroba od 5,6–
–13,7 g L–1. U sva tri slučaja dobijena je linearna zavis-
nost:[S0]V0–1 = f([S0]), što ukazuje da se enzimske reak-
cije sa slobodnom i imobilisanom α-amilazom odvijaju 
po Mihaelis–Mentenovom mehanizmu (slika 6). Rezul-
tati kinetičkih parametara prikazani su u tabeli 1. 
 
Slika 6. Određivanje kinetičkih parametara nativne α-amilaze 
(A),MAG-PANI-A i MAG-A po Hejnsu (jednačina 2). 
Figure 6. Application of the Hanes eq. (2) for determination of 
kinetic parameters of native α-amylase (A), immobilized 
α-amylase onto magnetic particles coated with polyaniline 
(MAG-PANI-A) and immobilized α-amylase onto magnetic 
particles (MAG-A). 
Тabela1. Kinetički parametri nativne i imobilisane α-amilaze 
Table 1 Kinetic parameters of native and immobilized 
α-amylase 








Km / g L–1 







Km imobilisanih enzima na MAG i na MAG-PANI veće 
su od iste konstante nativnog enzima. Ovo povećanje 
ukazuje na smanjenje afiniteta imobilisanog enzima 
prema skrobu, što je očekivano obzirom na makro-
molekulsku prirodu skroba i povećane difuzione limita-
cije u heterogenom sistemu sa imobilisanim česticama. 
Isto tako, moguće da je došlo do konformacionih pro-
mena enzima tokom imobilizacije [35], što isto može da 
prouzrokujemanju pristupačnost supstrata aktivnom 
mestu imobilisanog enzima [36]. Manja vrednost Km 
imobilizata MAG-PANI-A od Km imobilizata MAG-A uka-
zuje da polimerna prevlaka magnetnih čestica obezbe-
đuje povoljnu mikrookolinu za imobilizaciju enzima. 
Moguće je da polimer sprečava suvišno otvaranje enzi-
ma, štiti ga od konformacionih promena i time pozi-
tivno utiče na enzimsku aktivnost [18]. Vrednost Vm 
nativnog enzima veća je 14 puta u odnosu na imobilizat 
MAG-A i oko 8 puta u odnosu na imobilizat MAG-PANI- 
-A. Međutim, treba imati u vidu da Vm zavisi od koncen-
tracije enzima, odnosno od količine adsorbovanog enz-
ima na nosaču, pa je za poređenje potrebno utvrditi 
masu adsorbovanog enzima na MAG i MAG-PANI kao i 
efikasnost imobilizacije. Km ne zavisi od koncentracije 
enzima pa se može koristiti za međusobno poređenje 
imobilisane α-amilaze na različitim nosačima bez po-
datka o masi vezane α-amilaze. Masa adsorbovane 
α-amilaze iznosila je 4,2±0,7 mg/50 mg nosača za MAG- 
-PANI-A, dok se za MAG vezala nešto veća masa enzima 
5,4±0,9 mg/50 mg nosača. Polianilinska prevlaka dopri-
nosi većoj aktivnosti enzima, najverovatnije zbog toga 
što omogućava enzimu da zauzme povoljan konforma-
cioni položaj, zbog čega MAG-PANI-A ima veću aktiv-
nost od MAG čestica, iako se za MAG-PANI veže manje 
enzima. 
pH i termička stabilnost 
Nativna α-amilaza (A) i njen imobilizat na MAG čes-
ticama (MAG-A) pokazuju najveću aktivnost pri pH blis-
kim 7,0 (slika 7). Najuži pH profil pokazuje nativni 
enzim. MAG-A pokazuje veću stabilnost pri promenama 
pH od nativnog enzima, što ukazuje da vezivanje enz-
ima za nosač ima pozitivan uticaj na stabilnost. MAG- 
-PANI-A ima širi pH profil u odnosu na A i MAG-A, što 
ukazuje na to da polianilinska prevlaka dodatno stabi-
lizuje imobilisanu α-amilazu. 
 
Slika 7. Uticaj pH na aktivnost nativne i imobilisane α-amilaze. 
Figure 7. The effect of pH on the activity of native and 
immobilized α-amylase. 
Interesantno je uporediti pH profil imobilisane 
α-amilaze na MAG i MAG-PANI sa pH profilom imobili-
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sane α-amilaze na česticama Fe3O4, kao i Fe3O4 pre-
svučene silicijum-dioksidom i Fe2O3 presvučene zlatom 
[37]. Mogu se uočiti slični efekti imobilizacije na pH 
profil. Optimalne pH slobodne i imobilisane α-amilaze 
na česticama MAG, MAG-PANI, Fe3O4, Fe3O4 presvu-
čenim silicijum-dioksidom i Fe2O3 presvučenim zlatom 
su iste, pH 7. Imobilisan enzim na česticama MAG-PANI, 
isto kao i na Fe3O4 presvučenim silicijum-dioksidom i 
Fe2O3 presvučenim zlatom, ima tendenciju zadržavanja 
aktivnosti u širem pH opsegu od nativnog i imobilisanog 
enzima na MAG, odnosno na Fe3O4. Na osnovu nave-
denih poređenja jasno je da prevlaka magnetnih čestica 
ima pozitivan efekat na pH profil imobilisane α-amilaze. 
Imobilizacija α-amilaze na MAG čestice nema zna-
čajniji uticaj na termičku stabilnost, jer i nativni i imo-
bilisan enzim pokazuju maksimum aktivnosti pri tempe-
raturi od 40 °C (slika 8). Međutim, MAG-PANI-A je naj-
aktivniji na 50 °C. Pomeranje temperaturnog optimuma 
od 10 °C je posledica mogućeg smanjenja konforma-
cione fleksibilnosti enzima i zaštitnog efekta nosača sa 
polianilinskom prevlakom na molekule enzima. Za in-
dustriju skroba poželjno je korišćenje biokatalizatorkish 
sistema sa višim temperaturnim optimumom s obzirom 
da hidroliza skroba zahteva više temperature na kojima 
nativni enzim ne bi pokazao zadovoljavajuću aktivnost. 
 
Slika 8. Uticaj temperature na aktivnost nativne i imobilisane 
α-amilaze. 
Figure 8. The effect of temperature on the activity of native 
and immobilized α-amylase. 
Poređenjem temperaturne stabilnosti, imobilisana 
α-amilazana MAG nije pokazala značajnu promenu u 
odnosu na nativni enzim, za razliku od imobilizata na 
Fe3O4, koji je pokazao značajno pomeranje tempera-
turnog optimuma u odnosu na nativnu α-amilazu [37]. 
Temperaturni optimum imobilisane α-amilaze na česti-
cama Fe3O4 pomeren je za čak 30 °C u odnosu na na-
tivnu α-amilazu čiji je temperaturni optimum bio na 50 
°C. Povećanje stabilnosti objašnjeno je manjom osetlji-
vošću imobilisanog enzima prema konformacionoj za-
visnosti od temperature [37]. Imobilizacija α-amilaza na 
česticama MAG-PANI, česticama Fe3O4 presvučenim 
silicijum-dioksidom kao i na Fe2O3 presvučenim zlatom 
doprinela je pomeranju teperaturnih optimuma. Imobi-
lizacija α-amilaze na MAG-PANI doprinela je pomeranju 
temperaturnog optimuma za 10 °C za razliku od imobi-
lizacije istog enzima na magnetnim poli[2-hidroksietil-
metakrilat–N-metakrioil-(L)-fenilalanin] nanočesticama, 
čija je sinteza značajno kompleksnija od sinteze MAG- 
-PANI, a imobilizacija nije doprinela ni pH ni tempera-
turnoj stabilnosti (optimalna pH i slobodnog i imobili-
sanog enzima je 7, a temperatura slobodnog enzima i 
imobilizata je 85 °C) [38]. U navedenom radu nisu pri-
kazani pH i temperaturni profili, pa se ne može upore-
đivati u celosti efekat nosača na pH i termičku stabil-
nost imobilizata. 
Svojstva imobilisane α-amilaze na MAG i MAG-PANI 
mikročesticama upoređena su sa drugim imobilisanim 
sistemima sa α-amilazom u literaturi. Poređenje je dato 
u tabeli 2. Da bi se uporedili kinetički parametri razli-
čitih imobilizata α-amilaze, od velikog broja radova 
navedeni su samo oni kod kojih je na isti ili sličan način  
definisana jedinica ezimske aktivnosti. 
Imobilisana α-amilaza na MAG-PANI česticama ima 
jednu od najnižih vrednosti Mihaelisove konstante, Km. 
Ova vrednost je približna  vrednosti Km imobilizata na 
nanočesticama cink-oksida, a čak je višestruko manja 
od Km imobilisanih sistema na različitim polimernim 
materijalima. Uočava se da su maksimalne brzine enzi-
mskih reakcija imobilizata polimernih mikročestica i 
hidrogelova nekoliko desetina puta manje od vrednosti 
imobilizata na nanočesticama cink-oksida, MAG i MAG-
PANI. Različiti polimerni materijali, aktivirani različitim 
supstancama, u obliku imobilizatanisu pokazali zna-
čajne razlike pH i temperaturnog optimuma sa izuzet-
kom MAG-PANI-A. Interesantno je poređenje našeg 
imobilisanog sistema sa α-amilazom imobilisanom na 
nanočesticama metalnih oksida poput cink-oksida, koji 
su veoma interesantni kao biokalizatori za primenu u 
hidrolizi skroba. Iako je u oba slučaja enzim imobilisan 
adsorpcijom, veću termalnu stabilnost pokazuje α-ami-
laza imobilisana na MAG-PANI. Optimalna temperatura 
α-amilaze imobilisane na MAG-PANI je viša čak za 20 °C 
od one imobilisane na nanočesticama cink-oksida, što 
ukazuje na povoljniju orijentaciju enzima tokom imobi-
lizacije što stabilizuje konformaciju enzima kao i na po-
voljnije mikrookruženje enzima. Međutim, sa imobilisa-
nom α-amilazom na metalnim nanočesticama postiže 
se više od devet puta veća maksimalna brzina reakcije, 
verovatno zbog manjih dimenzija čestica. Značajne raz-
like u vrednostima kinetičkih parametara imobilisane 
α-amilaze na nosačima MAG, MAG-PANI i cink(II)-ok-
sida i istih parametara na različitim polimernim mate-
rijalima mogu biti posledica uticaja metalnih oksida na 
aktivnost imobilizata.  
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Operativna aktivnost i stabilnost imobilisanog enzima 
Operativna stabilnost biokatalizatora koja se meri u 
prisustvu supstrata i u uslovima koji se očekuju pri in-
dustrijskoj primeni imobilisanog enzima predstavlja naj-
relevantniji kriterijum ocene za njegovu praktičnu pri-
menu. U radu smo ispitali operativnu stabilnost α-ami-
laze imobilisane na MAG i MAG-PANI česticama u pro-
točnom reaktoru sa pakovanim slojem sa povratnim to-
kom i u istom reaktoru, ali bez povratnog toka u kon-
tinualnim uslovima. Rezultati su prikazani na slici 9. 
Ispitivanjem aktivnosti imobilizata MAG-PANI-A u 
reaktoru sa pakovanim slojem sa povratnim tokom pri 
napred navedenim uslovima, pokazano je da u prvom 
ciklusu tokom 20,0 min reakcije dolazi do hidrolize 
98,8% skroba. Imobilisani enzim je pokazao veliku aktiv-
nost i tokom drugog i trećeg ciklusa, da bi u četvrtom 
ciklusu aktivnost opala tako da se nakon 52,0 min hid-
rolizuje 94,2% skroba. Međutim, do značajnijeg pada 
aktivnosti dolazi tek u petom ciklusu sa gotovo linear-
Tabela 2. Poređenje kinetičkih parametara i optimalnih vrednosti pH i temperature imobilisane α-amilaze u ovom radu sa 
literaturnim podacima 
Table 2. Comparation of kinetic parameters and optimal pH and temperature values of immobilized α-amylase in the present work 
with literature data 
Nosač/način imobilizacije Km / mg mL-1 Vm / mg min-1 mL-1 pH optimum/t optimum, °C Referenca 
Poli(metil metakrilat-akrilna kiselina) 










metakrilat) aktiviran epihlorhidrinom 








Poli(N-vinil pirolidon/itakonska kiselina) 
hidrogel/ adsorpcija  
3,88–5,02a 1,62-2,27×10-3a 6,0/55 [41] 
Poli(akrilamid/maleinska kiselina) 
hidrogel/ adsorpcija 
12,3–12,9b 1,63-1,96×10-3b 6,0/50 [42] 
Poli(dimer kiselina-ko-alkilpoliamin) 
aktiviran karbodiimidom etilendiami-












Nanočestice cink-oksida/adsorpcija 2,08 2,92 6,5/30 [44] 
Polianilin prah u vidu: _emeraldin soli/ 
adsorpcija kovalentna  
2,15 mg mL 
0,83 mg mL 
2,71mg mL 




Emeraldin baze/ adosrpcija kovalentna 4,58 mg mL 
1,99 mg mL 
2,23 mg mL 




MAG/adsorpcija 1,91 0,19 7,0/40 Ovaj rad 
MAG-PANI/adsorpcija 1,48 0,32 6,8/50 Ovaj rad 
aU zavisnosti od količine itakonske kiseline u hidrogelu; bu zavisnosti od količine maleinske kiseline u hidrogelu 
 
 
Slika 9. Operativna stabilnost α-amilaze imobilisane na MAG-PANI česticama u protočnom reaktoru sa pakovanim slojem (A) sa 
povratnim tokom i (B) bez povratnog toka u kontinualnim uslovima. 
Figure 9. Operational stability of α-amylase immobilized on MAG-PANI particles in (A)  packed bed reactor with a recycle and (B) 
continuous packed bed reactor without recycling. 
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nim porastom % hidrolizovanog skroba tokom vre-
mena. U tom slučaju tek nakon 102,8 min hidrolizuje 
93,5% skroba. Za razliku od imobilizata MAG-PANI-A, 
imobilizat MAG-A onemogućio je protok supstrata kroz 
reaktor već kod uvođenja prve šarže u sistem, usled 
čega nije bilo moguće odrediti operativnu aktivnost i 
stabilnost ovog imobilizata. Polianilinska prevlaka na 
magnetnim česticama čini MAG-PANI-A pogodnijim 
imobilisanim sistemom za formiranje pakovanog sloja u 
reaktoru. Ranijim ispitivanjima utvrđeno je daMAG- 
-PANI-A pokazuje dobru stabilnost u šaržnom reaktoru, 
pri čemu biokatalizator zadržava 55,5±1,6% početne 
enzimske aktivnosti nakon 9 ciklusa upotrebe. Utvr-
đeno je takođe da navedeni imobilizat zadržava i 80,0± 
±0,2% početne aktivnosti nakon 50 dana čuvanja u fos-
fatnom puferu na temperaturi od 4 °C [25]. Manja 
stabilnost imobilisanog enzima koja je dobijena u pro-
točnim uslovima u ovom radu potencijalno se može 
objasniti većim spiranjem enzima sa nosača, naročito 
kada se enzim imobiliše adsorpcijom. To je i eksperi-
mentalno potvrđeno na osnovu merenja proteina u 
reciklirajućoj reakcionoj smeši (rezultati nisu prikazani). 
Međutim, ova ispitivanja nisu najrelevantnija za karak-
terizaciju stabilnosti enzima jer ispitivanja operativne 
stabilnosti enzima treba izvoditi pri konstantnoj kon-
centraciji supstrata i stepenu konverzije. Zbog toga, naj-
bolje je ispitivati operativnu stabilnost imobilisanih 
enzima u reaktoru sa pakovanim slojem koji može da se 
uz određene aproksimacije predstavi kao idealni cevni 
reaktor. Rezultati su prikazani na slici 9B. Lako se 
uočava da je sistem stabilniji u ovom slučaju, najvero-
vatnije zbog manjeg protoka i manjeg spiranja enzima 
sa nosača. Stepen hidrolize skroba se nije menjao zna-
čajnije u toku 4 h rada reaktora i iznosio je 88,8±1,6%. 
Vreme polu-života biokatalizatora pri kontinualnim 
uslovima rada bilo je 6,2 h. S obzirom da veličina čestica 
i protok predstavljaju jedan od glavnih faktora koji utiču 
na operativnu aktivnost u protočnom reaktoru, cilj daljih 
ispitivanja biće iznalaženje optimalne veličine čestica 
nosača kao i protoka za efikasniju hidrolizu skroba. 
Svojstva lake separacije iz reakcionog medijuma, 
mogućnost višekratne upotrebe, temperaturna i pH 
stabilnost i već poznate specifične osobine same poli-
anilinske prevlake kao što su inertnost, stabilnost, pro-
vodljivost daju navedenom biokatalizatoru dimenziju 
višefunkcionalnosti i primenljivosti u najrazličitijim 
oblastima. 
ZAKLJUČAK 
Merenjem ceta potencijala nosača, kinetičkih para-
metara i operativne aktivnosti imobilisane α-amilazeiz 
Bacillus licheniformis utvrđeno je da polimerna pre-
vlaka na MAG česticama povećava stabilnost nosača i 
poboljšava svojstva biokatalizatorskog sistema. Poliani-
linska prevlaka povećava pH i temperaturnu stabilnost 
imobilizata MAG-PANI-A u odnosu na MAG-A, dok je 
MAG-A stabilniji u širem pH opsegu bez značajnijeg po-
boljšanja temperaturne stabilnostu u odnosu na na-
tivnu α-amilazu. Trimodalna raspodela veličine čestica 
MAG-PANI u odnosu na bimodalnu raspodelu čestica 
MAG ukazuje na moguć nastanak samostalnih poliani-
linskih čestica koje ne oblažu MAG.  
U protočnom reaktoru sa pakovanim slojem MAG- 
-PANI-A sa povratnim tokom u prvom ciklusu nakon 20 
min hidrolizovalo je 98,8% skroba. Tokom petog ciklusa 
bilo je potrebno 102,8 min da hidrolizuje 93,5% skroba. 
U kontinualnim uslovima rada reaktora sa istim imobi-
lisanim enzimom stepen hidrolize skroba se nije me-
njao značajnije u toku 4 h i iznosio je 88,77±1,62%, a 
vreme polu-života biokatalizatora bilo je 6,2 h.   
Pored mnogih prednosti oblaganja MAG čestica 
polianilinskom prevlakom, upotreba ovakvog biokatali-
zatorskog sistema posebno u prehrambenoj i farma-
ceutskoj industriji otvara pitanje toksičnosti. Naime, 
nakon polimerizacije u sistemu mogu zaostati toksični 
monomeri i dimeri anilina. Dalja istraživanja treba 
usmeriti na detekciju, kvantifikaciju i ispitivanje načina 
uklanjanja ovih jedinjenja koja se tokom hidrolize skroba 
mogu naći u reakcionoj smeši i gotovom proizvodu. 
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SUMMARY 
POLYANILINE STABILIZATION OF MAGNETIC PARTICLES AND IMMOBILIZATION OF α-AMYLASE 
Mirjana N. Radovanović1, Milan P. Nikolić1, Vesna M. Đurović1, Branimir Z. Jugović2, Milica M. Gvozdenović3, 
Branimir N. Grgur3, Zorica D. Knežević-Jugović3 
1University of Kragujevac, Faculty of Agronomy, Čačak, Serbia 
2Institute of Technical Sciences of the Serbian Academy of Sciences and Arts, Belgrade, Serbia 
3University of Belgrade, Faculty of Technology and Metallurgy, Belgrade, Serbia 
(Scientific paper) 
Magnetic particles (MAG), obtained by standard procedure of coprecipitation
of Fe2+and Fe3+ in an excess of ammonia, and polyaniline modified magnetic
particles MAG-PANI were used as carriers for immobilization of α-amylase from 
Bacillus licheniformis. The formation of a polyaniline layer (PANI) on MAG par-
ticles was achieved by chemical polymerization of aniline. Immobilization was 
carried out by adsorption, as a simple, inexpensive and fast method that allows
retention of a large portion of the initial activity of the immobilized enzyme. FTIR
spectroscopy was used to characterize the obtained particles and to confirm
changes dueto formation of a PANI layer and conjugation of α-amylase on the 
particle surfaces. Particle size distribution was bimodal and three-modal for MAG 
and MAG-PANI, respectively. Appearance of a fraction of smaller MAG-PANI par-
ticles than MAG particles could be attributed to the formation of PANI particles 
without the MAG core. Measured values of Zeta potential for MAG-PANI were 
higher as compared to MAG indicating stabilization of particles in the presence of
PANI. Relevant kinetic parameters for immobilized enzyme were determined from 
the Hanes plot. The apparent Km constant was 1.91 and 1.48 g L–1 for MAG-A and 
MAG-PANI-A, respectively, while ?m was 0.19 g L–1 min–1 for MAG and 0.32 g L–1
min–1 for MAG-PANI. The obtained values of Km indicated that modification of
MAG by PANI enhanced kinetic properties of the immobilized enzyme. Moreover,
the modification of MAG by PANI showed the increase in both pH and thermal
stabilities of the immobilized enzyme. Studies of the operational activity of the
immobilized enzyme on MAG-PANI have shown that 98.8% of starch was hydro-
lyzed over 20.0 min. In the first cycle in the packed bed reactor operated in a
recycling mode, but approximately five times longer period was required to hyd-
rolyze 93.5 of starch in the fifth cycle. In the continuous packed bed reactor with-
out recycling, the degree of starch hydrolysis was not changed significantly during 
4 h and was 88.8±1.6%, whereas the half-life of the biocatalyst was 6.2 h.
Although coating MAG particles with a polyaniline offers many advantages, the
main disadvantage is possible appearance of residues of aniline monomers and
dimmers. The potential toxicity of these residues requires precise composition
analysis of the product of starch hydrolysis catalyzed by α-amylase adsorbed onto 
MAG-PANI. 
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